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1 Abstrakt 
 
1.1 Deutsche Fassung 
 
Einleitung 
Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immunsystems. Sie spielen nicht nur eine 
wichtige Rolle bei Reparaturprozessen, sondern auch bei der Entwicklung von Tumoren. Bei 
der Differenzierung von Makrophagen unterscheidet man die klassische M1-Aktivierung und 
die alternative M2-Aktivierung. Während M1-polarisierte Makrophagen antimikrobielle 
Eigenschaften besitzen und überwiegend Tumorwachstum-supprimierende Faktoren 
ausschütten, produzieren M2-polarisierte Makrophagen für die Wundheilung benötigte 
Zytokine, die auch das Tumorwachstum fördern können. Das M1/M2-Modell ist hilfreich, 
stellt allerdings nicht das ganze Spektrum der Makrophagen-Differenzierung dar. Das 
Protoonkogen MYC ist während der M2-Differenzierung hochreguliert und steuert die 
Expression von M2-spezifischen tumorfördernden Genen. Die Inaktivierung von MYC zieht 
eine Hemmung des Tumorwachstums in Mausmodellen nach sich.  
 
Methodik 
Gewebeschnitte von 76 HL Fällen wurden immunhistochemisch simultan mit Makrophagen-
Markern (CD68 oder CD163) zusammen mit einem MYC-spezifischen Antikörper angefärbt. 
Der Epstein-Barr Virus (EBV)-Status der Fälle war bekannt. Die Anzahl an markierten 
Makrophagen pro Quadratmillimeter wurde quantitativ ausgewertet und verglichen. Für die 
klinisch-pathologische Korrelation wurden die Fälle für jede Makrophagenpopulation in drei 
Kategorien mit geringer Anzahl (Klasse 1), mittlerer Anzahl (Klasse 2) und hoher Anzahl 
(Klasse 3) von Makrophagen eingeteilt. 
 
Ergebnisse 
MYC+ Zellen machten 21% bzw. 18% der CD68+ und CD163+ Zellen aus. Eine hohe Anzahl 
an Makrophagen (Klasse 3) war mit dem schlechtesten Krankheitsverlauf assoziiert. Mittlere 
Anzahlen an Makrophagen (Klasse 2) waren in den meisten Fällen mit einer besseren 
Prognose als niedrige oder hohe Anzahlen verbunden.  
Fälle mit einem EBV+ Status wiesen höhere Anzahlen an CD68+ und CD163+ Makrophagen 
auf. Des Weiteren konnte bei EBV+ Fällen eine Anreicherung von MYC- Makrophagen 
beobachtet werden, während sich dies für MYC+ Makrophagen nicht nachweisen ließ. 
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Schlussfolgerung 
Die Beobachtung, dass bei HL eine mittlere Makrophagenanzahl häufig mit einem besseren 
Überleben vergesellschaftet war, als eine niedrige oder hohe Anzahl, erinnert an die von 
Prehn aufgestellte Hormesishypothese. Danach besteht zwischen der Anzahl tumor-
infiltrierender Immunzellen und dem Tumorwachstum keine lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehung. Prehn postulierte, dass eine sehr kleine Anzahl tumor-infiltrierender Immunzellen 
nicht ausreicht, um das Tumorwachstum zu unterstützen. Diese müssen eine bestimmte 
Schwelle überschreiten, um das Wachstum zu fördern.  Sehr hohe Anzahlen an Immunzellen 
können das Tumorwachstum wieder hemmen. 
Unsere Beobachtungen legen die Annahme nahe, dass beim klassischem HL (cHL) eine 
mittlere Anzahl von Makrophagen einen hemmenden Einfluss auf das Tumorwachstum 
haben kann, während Makrophagen in geringer und insbesondere in hoher Zahl das 
Tumorwachstum fördern können. Diese neue Beobachtung einer hormetischen Beziehung 
zwischen Makrophagenanzahl und der Prognose von HL sollte in weiteren Untersuchungen 
verfolgt und bei anderen Tumorentitäten überprüft werden. 
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1.2 Englische Fassung 
 
Background 
Tumour-associated macrophages (TAM) are known to have a major impact on pathogenesis 
and progression of malignant tumours. Macrophages are broadly defined according to the 
M1/M2 paradigm. M1-polarised macrophages are believed to exert cytotoxic and anti-
neoplastic effects while M2-polarised macrophages contribute to wound healing and tumour 
growth. It is generally accepted that M2-polarised TAM are dominant in many tumours, thus 
supporting tumour growth and poor disease outcome. Recently, a new population of MYC-
positive macrophages has been described. The proto-oncogene MYC is up-regulated during 
M2-differentiation and controls the expression of M2-specific genes. Further, deficiency in 
MYC-positive macrophages has been shown to inhibit tumour growth in a mouse melanoma 
model. The aim of the work was to investigate the prognostic relevance of TAM in Hodgkin-
lymphoma (HL) taking MYC into account. 
 
Methods 
Paraffin sections of 76 HL patients with known EBV status were investigated by 
immunohistochemical double staining using antibodies directed against macrophage-specific 
surface antigens (CD68, CD163) together with a reagent detecting MYC. Numbers of 
labelled cells were counted per mm2 and assessed in the context of disease-free survival 
(DFS) and overall survival (OS). 
 
Results 
Cases were divided into three classes, according to total numbers of macrophages (CD68+ 
and CD163+) and of MYC- and MYC+ subgroups for both CD68+ and CD163+ cells. In 
general, high numbers of macrophages were associated with worst DFS and OS while 
intermediate numbers mostly showed the best prognosis.  
EBV+ cases displayed higher numbers of macrophages, especially of CD163+ 
macrophages, than EBV- cases and were associated with poor outcome.  
 
Conclusions 
Our observation that intermediate numbers of TAM in a HL microenvironment may be 
associated with a better outcome than very low or very high numbers is reminiscent of the 
hormesis hypothesis as proposed by Prehn., according to which there is no linear dose-
response relationship. Prehn suggested that tumor-infiltrating immune cells need to be 
present in numbers above a certain threshold in or der to support tumour growth and may 
become inhibitory at very large numbers. Our results suggest that small numbers of TAM 
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may have a growth-promoting effect in classical HL (cHL) and, with increasing numbers, 
macrophages may be inhibitory. Finally, very high numbers may again support tumor growth. 
This finding merits further investigation and should be considered with respect to other 
tumour entities.  
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2 Zusammenfassung 
 
2.1 Forschungsstand 
 
2.1.1 Makrophagen 
Makrophagen sind essenzielle Bestandteile der angeborenen Immunabwehr. Ihnen werden 
zahlreiche Funktionen bei der Phagozytose, der Reparatur und Regeneration von Gewebe, 
der Stoffwechselregulation, der Antigenpräsentation und, nach neueren Erkenntnissen, auch 
bei der Entstehung maligner Tumore zugeschrieben [1-5]. 
Im Knochenmark entwickeln sich Monozyten aus myeloischen Stammzellen. Diese 
Monozyten zirkulieren im Blutkreislauf und differenzieren nach Einwanderung in das Gewebe 
zu Makrophagen. Die Ausbildung und Funktion der Makrophagen wird von dem 
umgebenden Mikromilieu beeinflusst [6]. Die Modulation der verschiedenen Makrophagen-
Differenzierungszustände erfolgt über Zytokine und Chemokine. Unabhängig von Monozyten 
können ortsständige Gewebemakrophagen auch während der Embryogenese im Dottersack 
entstehen [7]. 
 
2.1.2 Klassische und alternative Aktivierung 
Im Gegensatz zu Lymphozyten, bei denen sich klare, genetisch fixierte Differenzierungslinien 
beschreiben lassen, zeichnen sich Makrophagensubpopulationen durch große Heterogenität 
und Plastizität aus. Unter der Stimulation von Interferon (IFN)-γ bilden Makrophagen 
antimikrobielle und toxische Eigenschaften aus. Diese Form der Differenzierung wird als 
klassische Aktivierung bezeichnet [8].  
Von der klassischen Aktivierung unterscheidet man die alternative Aktivierung von 
Makrophagen. Bei dieser stimulieren Interleukin(IL)-4 und IL-13 die Differenzierung der 
Makrophagen und fördern deren Funktionen bei der Wundheilung, Angiogenese und Abwehr 
von Parasiten [8, 9]. 
 
2.1.3 M1/M2 Modell 
Es werden verschiedene Polarisierungszustände der Makrophagen definiert, wobei je nach 
Differenzierung M1- bzw. M2-Makrophagen unterschieden werden. Dabei spielen 
verschiedene Stoffwechselwege eine Rolle. Die Unterschiede im Arginin-Metabolismus 
nahmen Mills et al. [10] als Grundlage für die Einteilung der Makrophagen in das M1/M2-
Muster. Bei der klassischen Aktivierung stimulieren verschiedene Faktoren, wie IFN-γ, die 
u.a. von T-Helfer (Th1)-Zellen ausgeschüttet werden, die Differenzierung von Makrophagen 
[8, 10]. IFN-γ aktiviert beispielsweise den Transkriptionsfaktor STAT1 im Zellkern, welcher 
die Expression spezifischer Gene, z.B. von inflammatorischen Zytokinen, wie IL-12 und der 
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Stickstoffmonoxid-Synthetase (NO-Synthetase) [8, 11] stimuliert. Die NO-Synthetase 
metabolisiert Arginin zu NO, das gewebeschädigende, toxische und antimikrobielle Effekte 
besitzt [8]. Klassisch aktivierte Makrophagen spielen eine große Rolle bei der Abwehr von 
Mikroorganismen und werden als M1-Makrophagen bezeichnet. 
Von der klassischen Aktivierung unterscheidet man die alternative Aktivierung. Hierbei 
werden Makrophagen von Th2-Zellen stimuliert, die u.a. IL-4, IL-10 und IL-13 ausschütten 
und so die Differenzierung der Makrophagen in sogenannte M2-Makrophagen fördern [8-10]. 
Interleukine aktivieren Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise CMAF, und bewirken eine 
Genexpression von IL-10 und des Enzyms Arginase [12, 13]. Letztere wandelt Arginin zu 
Ornithin um, aus welchem wiederum Polyamine und Proline entstehen [8]. Polyamine fördern 
die Proliferation und Regenation von Geweben, Proline sind für die Kollagensynthese 
entscheidend [14]. 
M2-Makrophagen werden demzufolge vielfältige Funktionen zugeschrieben. Sie stimulieren 
Th2-Immunreaktionen, wirken immunsuppressiv und fördern den Bindegewebsumbau, die 
Angiogenese, die Wundheilung und das Wachstum von Tumoren. In diesem 
Zusammenhang spricht man auch von M2-polarisierten tumorassoziierten Makrophagen 
(TAM). TAM können sowohl M1-, als auch M2-polarisiert sein. Den überwiegenden Anteil 
machen M2-polarisierte Makrophagen aus. Mehrere Studien haben den Einfluss von TAM 
auf das Tumorwachstum in Zusammenhang mit einer verschlechterten Überlebensprognose 
in unterschiedlichen Tumoren, wie diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom [15], 
Aderhautmelanom [16], intrahepatisches cholangiozelluläres Karzinom [17], 
Pankreaskarzinom [18], Schilddrüsenkarzinom [19] untersucht. 
 
2.1.4 Makrophagenmarker 
Die auf Monozyten bzw. Makrophagen exprimierten Glykoproteine CD68 und CD163 zeigen 
unterschiedliche Charakteristika. Beide Glykoproteine gehören als Membranproteine der 
Familie der Scavengerrezeptoren an. Das Oberflächenprotein CD68 befindet sich auf 
Monozyten und Makrophagen. Unter Verwendung des Klons PG-M1, der spezifisch mit 
Makrophagen in den Keimzentren und interfollikulären Regionen reagiert, nicht aber mit 
follikulären dendritischen Zellen im Keimzentrum, wurde ein selektives Anfärben der 
Makrophagen ermöglicht [20]. CD68 gilt als ein generischer Makrophagenmarker. Der 
Rezeptor CD163 wird ebenfalls auf den Oberflächen von Monozyten und 
Gewebsmakrophagen exprimiert [21]. In vielen Arbeiten wird CD163 als ein M2 Marker 
angesehen, andere Untersuchungen widersprechen dieser Annahme, da CD163+ 
Makrophagen auch M1-spezifische Transkriptionsfaktoren, wie z.B. pSTAT1, aufweisen 
können [22]. 
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Um die unterschiedlichen Differenzierungszustände der Makrophagen zu erfassen, finden 
M1-spezifische Expressionsprodukte, wie STAT1, NOS2, IL-12, IL-23 und RBP-J, sowie 
typische Th1-Chemokine, wie CCL19 und CXCL10, als potentielle M1-Marker Verwendung 
[11, 22, 23]. 
Unter den potenziellen M2-Markern erlangen Arginase, IL-10, CMAF und MYC Bedeutung 
[8, 12, 24]. Der Transkriptionsfaktor CMAF reguliert hierbei in den Makrophagen eine 
verstärkte IL-10 Expression [12]. Der Transkriptionsfaktor MYC hingegen ist an der 
Expression von Genen der alternativen Aktivierung beteiligt und wurde von Pello et. al. [24] 
als putativer M2 Marker beschrieben. 
 
2.1.5 MYC 
MYC spielt als Protoonkogen eine wichtige Rolle bei Wachstums- und 
Differenzierungsprozessen [25]. Translokationen von MYC sind entscheidend bei der 
Entstehung von Burkitt-Lymphomen [26]. 
Als Transkriptionsfaktor kontrolliert MYC eine Anzahl an Genen, die mit der alternativen 
Aktivierung von Makrophagen assoziiert sind und zeigt eine direkte Interaktion mit den 
Promotoren der Gene für ALOX15, MRC1, SCARB1 [24]. Folglich wurde eine höhere 
Expression von MYC in M2 Makrophagen nachgewiesen, sowie eine MYC-abhängige 
Expression der tumorfördernden Faktoren MMP9, VEGF, TGF-β und HIF-1α in M2 
polarisierten TAM [24]. Die Ausschaltung des MYC-Gens in Makrophagen resultierte in einer 
reduzierten Expression dieser Faktoren, einer fehlerhaften Tumorangiogenese und einem 
verminderten Tumorwachstum. Diese Prozesse konnten für Fibrosarkome und Melanome in 
Mausmodellen gezeigt werden [27]. Das Vorkommen und Verhalten in anderen 
Tumorentitäten sind bisher noch nicht geklärt. 
 
2.1.6 Hodgkin-Lymphome 
Hodgkin-Lymphome (HL) sind eine Gruppe von bösartigen Neubildungen des lymphatischen 
Gewebes, meist der Lymphknoten. Histologisch unterteilt man HL in zwei große Gruppen: 
das klassische HL (cHL), das mit 95% die Mehrzahl der HL einnimmt, und das noduläre 
lymphozytenprädominante HL [28]. Das cHL wird noch einmal in vier Untergruppen 
untergliedert: noduläre Sklerose, gemischte Zellularität, lymphozytenreich und lymphozyten-
arm. Die Krankheit beginnt häufig im jungen Erwachsenenalter zwischen dem 20. bis 30. 
Lebensjahr [29]. Die noduläre Sklerose ist hier der häufigste diagnostizierte Subtyp. Der 
zweite, etwas kleinere, Häufigkeitsgipfel liegt nach dem 65. Lebensjahr [29]. 
In Deutschland erkranken pro Jahr etwa 1.060 Frauen und 1.430 Männer am HL (RKI 2016) 
[25]. Die Prognose des HL ist in der Regel sehr günstig: das relative fünf-Jahres-Überleben 
liegt bei Männern und Frauen zwischen 86 % und 84 % [30].  
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Histologisch kennzeichnet das cHL eine variable, üblicherweise kleine Anzahl von Hodgkin-
Reed-Sternberg (HRS) Zellen. Reed-Sternberg-Zellen sind groß und haben mindestens zwei 
Kerne mit eosinophilen Nukleolen. Einkernige Varianten werden als Hodgkin-Zellen 
bezeichnet [28]. Diese Zellen sind typischerweise in eine große Zahl von Immunzellen im 
Tumormikromilieu eingebettet. Neben Lymphozyten, Mastzellen, Plasmazellen und 
eosinophilen Granulozyten finden sich viele Makrophagen. Die Untersuchung des 
Vorkommens von Makrophagen im cHL zeigte eine schlechte Überlebensprognose im 
Zusammenhang mit hohen Anzahlen an Makrophagen an [31, 32]. Eine in Studien häufig 
verwendete Einteilung von Makrophagenanzahlen ist der Ansatz einer Gliederung in zwei 
Kategorien: niedrige und hohe Anzahlen an Makrophagen, wobei hohe Anzahlen mit einer 
schlechten Prognose beschrieben werden [32-34]. 
Das Vorkommen und die Bedeutung von MYC bei Makrophagen im cHL wurde bisher 
allerdings nicht untersucht.  
 
Die Risikofaktoren, die zu der Entstehung eines HL beitragen, sind bisher nur teilweise 
erforscht. Diskutiert werden angeborene und erworbene Besonderheiten des Immunsystems 
sowie virale Infektionen. Dabei steht vor allem das Epstein-Barr Virus im Zentrum der 
Betrachtung.   
 
2.1.7 Epstein-Barr Virus 
Das Epstein-Barr Virus (EBV) gehört zu der Gruppe der humanen Herpesviren. Eine 
Infektion im Jugend- bzw. Erwachsenenalter führt häufig zum Pfeiffer-Drüsenfiebers 
(infektiöse Mononukleose). Anschließend persistiert das EBV lebenslang in B-Lymphozyten 
[35]. Über 90% der Erwachsenen sind persistent mit EBV infiziert. Unter Immunsuppression 
kann das EBV reaktiviert werden. Viele Erkrankungen werden in ihrer Entstehung mit dem 
EBV in Verbindung gebracht, wie beispielsweise Burkitt-Lymphome [36], 
Nasopharynxkarzinome [36], Hodgkin-Lymphome [37], Lupus erythematodes [38], multiple 
Sklerose [39].  
Der Zusammenhang zwischen EBV Infektion und der Überlebenswahrscheinlichkeit beim HL 
wurde in einigen Studien untersucht und kontrovers diskutiert [40-44]. Dabei zeigten 
Patienten mit EBV+ Tumorzellen schlechtere fünf-Jahres-Überlebensdaten als Patienten mit 
EBV- Tumorzellen [40-42]. Andere Studien widersprechen dieser These [43, 44]. Diese 
zeigten entweder keine Korrelation zwischen Status der Tumorzellen und dem Überleben 
[43] oder ein besseres Überleben der Patienten mit EBV+ Tumorzellen [44]. Das 
Patientenalter kann hierbei eine entscheidende Rolle spielen. So wird vermutet, dass EBV im 
jungen Alter einen protektiven Faktor, mit zunehmendem Altem eher einen Risikofaktor 
darstellt [45, 46]. 
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2.2 Erweiterte Methodik  
 
2.2.1 Material 
Das untersuchte Material entstammt dem Archiv des Institutes für Pathologie der Universität 
Erlangen in Form von Paraffinblöcken aus den Jahren 1991 bis 2007. Vierundachtzig 
Patienten mit diagnostiziertem HL wurden in die Studie eingeschlossen. Die in Paraffin 
eingebetteten Gewebeblöcke wurden als Tissue Micro Arrays (TMA) aufgearbeitet. 
Dreiundfünfzig Proben stammten von Männern und 31 von Frauen. Das Durchschnittsalter 
lag bei 40 Jahren mit einer Altersspanne von 4 bis 84 Jahren.  
Wegen eines Gewebsverlusts während der Färbung der Objektträger mussten acht Fälle aus 
der Studie ausgeschlossen werden. Die eingeschlossenen 76 Fälle und deren klinisch-
pathologische Angaben sind in der Tabelle 1 dargestellt. HL wurden gemäß der Ann-Arbor-
Klassifikation klassifiziert (Tabelle 1). Der EBV Status der Patienten war bekannt und mittels 
der EBER-spezifischen in situ Hybridisation und der Immunhistochemie zum Nachweis des 
EBV latenten Membranproteins 1 (LMP1) untersucht worden. 
Alle Gewebeproben wurden zu diagnostischen Zwecken eingeschickt und erst nach 
Abschluss der Diagnostik für die weiterführenden Untersuchungen benutzt. Kein Material 
wurde zum Zweck dieser Untersuchungen entnommen. 
 
Tabelle 1: Klinisch-pathologische Angaben 
Klinisch-pathologische Angaben n (%) 
cHL Fälle 76 (100) 
Nodulär-sklerosierende Form 51 (67.1) 
Gemischtzellige Form 23 (30.3) 
Lymphozytenreiche Form 1 (1.3) 
Interfollikuläre Form 1 (1.3) 
Geschlecht  
Männer 46 (61) 
Frauen 30 (39) 
EBV Status  
negativ 50 (66) 
positiv 26 (34) 
Ann-Arbor  
Stadium I 13 (17) 
Stadium II 32 (42) 
Stadium III 14 (18) 
Stadium IV 11 (15) 
Stadium unbekannt 6 (8) 
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2.2.2 Doppelimmunhistochemie 
Um die unterschiedlichen Aktivierungszustände der Makrophagen zu erfassen, wurde ein 
immunhistologisches Doppelmarkierungsverfahren angewendet. Hier wird nach der 
Detektion des M2-spezifischen Transkriptionsfaktors MYC ein immunhistologischer 
Nachweis von Makrophagen mit CD68- bzw. CD163-Antikörpern angeschlossen.  
Im ersten Schritt, der Antigendemaskierung, wird die verlorengegangene Antigenität der 
Proteine in formalin-fixiertem, paraffiniertem Gewebe wiederhergestellt. Um die bei der 
Fixierung von Geweben in Formalin ausgebildeten Quervernetzungen (Maskierungen) 
zwischen den Proteinen aufzubrechen und die Immunreaktivität der Antigene wieder 
herzustellen, wurden die Paraffinschnitte im Leica BOND III System (Leica, Wetzlar, 
Deutschland) deparaffiniert (Bond Dewax Solution) und anschließend mit einem EDTA-
basierten Puffer bei 100°C behandelt (Bond Epitope Retrieval (ER) Solution 2, heat induced 
epitope retrieval (HIER)). Nach erfolgter Inkubation mit dem Primärantikörper (MYC 
Antikörper, 1:50, monoklonal, Kaninchen, Klon EP121, Biocare Medical, Pacheco, 
Kalifornien, USA) wird ein Enzym-Polymer hinzugefügt, das mehrere Sekundärantikörper mit 
mehreren Meerrettich-Peroxidase Molekülen (Horse Radish Peroxidase (HRP), Bond 
Polymer Refine Detection) besitzt. Diese Peroxidasen können ein zugegebenes farbloses 
Substrat in ein farbiges Endprodukt umwandeln. Das hier verwendete Chromogen 
Diaminobenzidin (DAB) wird in Gegenwart von Wasserstoffperoxid durch die Peroxidase 
oxidiert und bildet einen unlöslichen, braunen Farbniederschlag. Der Farbniederschlag, 
welcher an den Stellen der Primärantikörper-Zielantigen-Reaktion bindet, ermöglicht eine 
Visualisierung der gewünschten Zielstruktur. 
 
Folgendes Protokoll/Programm wurde im Bond III verwendet: 
1) Entparaffinierung: Bond Dewax Solution, Alkohol, Bond Wash Solution, 30 min, 
72° 
2) Vorbehandlung: HIER durch ER2, 20 min, 100° 
3) Bond Wash Solution, 3 min, Raumtemperatur 
4) Bond Peroxidase Block, 5 min, Raumtemperatur 
5) Bond Wash Solution, 2 min, Raumtemperatur 
6) MYC Antikörper, 60 min, Raumtemperatur  
7) Bond Wash Solution, 2 min, Raumtemperatur 
8) Bond Post Primary, 8 min, Raumtemperatur 
9) Bond Wash Solution, 3x2 min, Raumtemperatur 
10) Bond Polymer Refine Detection, 8 min, Raumtemperatur 
11) Bond Wash Solution, 2x2 min, Raumtemperatur 
12) Deionized Water, Raumtemperatur 
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13) Mixed DAB Refine, 10 min, Raumtemperatur 
14) Deionized Water, Raumtemperatur 
 
Anschließend erfolgt die Detektion von Makrophagen-spezifischen Antigenen. Nach erfolgter 
Inkubation mit dem Primärantikörper (CD68 Antikörper, 1:800, Klon PG-M1, Agilent Dako, 
Santa Clara, Kalifornien, USA oder CD163 Antikörper, 1:400, Klon 10D6, Leica, Newcastle 
Upon Tyne, GB) und der Verstärkungsreagenz (PostBlock, Zytomed Systems) wird das 
Enzym-Polymer (Alkaline Phosphatase Polymer Kit, Zytomed Systems) hinzugefügt, das 
mehrere Sekundärantikörper mit mehreren alkalischen Phosphatasen enthält. Diese 
Phosphatasen setzen nach Hinzugabe eines Chromogens (Vector Blue Chromogen) eine 
enzymatische Reaktion in Gang, welche das farblose Substrat in ein farbiges (blaues) 
Endprodukt umwandelt. 
 
Folgendes Protokoll wurde angewendet: 
1) Waschpuffer, 5 min, Raumtemperatur 
2) AP-Polymer Kit: Blocking Solution, 5 min, Raumtemperatur 
3) Waschpuffer, 2 min, Raumtemperatur 
4) CD68/ CD163 Primärantikörper: 30 min, Raumtemperatur 
5) Waschpuffer, 3x2 min, Raumtemperatur 
6) AP-Polymer Kit: PostBlock Reagent, 30 min, Raumtemperatur 
7) Waschpuffer, 3x2 min, Raumtemperatur 
8) AP-Polymer Kit: AP-Polymer, 30 min, Raumtemperatur 
9) Waschpuffer, 3x2 min, Raumtemperatur 
10) Vector Blue Alkaline Phosphatase Substrate Kit III, 8 min, Raumtemperatur 
11) Mikroskopische Kontrolle 
12) Waschpuffer, 5 min, Raumtemperatur 
13) Schnitte lufttrocknen und eindecken 
 
Die angefärbten Schnittpräparate wurden unter einem Olympus-Mikroskop BX53 bei 
20facher Objektivvergrößerung digital fotografiert. Kriterien für die Bildauswahl waren 
Ausschnitte mit der höchsten Makrophagenanzahl, sowie das Vorkommen von Tumorzellen 
in den ausgewählten Bereichen. Anschließend wurde die Makrophagenanzahl pro 
Quadratmillimeter manuell mit dem Programm ImageJ ausgezählt.  
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2.3 Wesentliche neue Ergebnisse 
 
2.3.1 Tumorassoziierte Makrophagen 
TAM sind bei verschiedenen Tumorentitäten [15-19], einschließlich des HL [31-34, 47], 
häufig mit einer schlechten Prognose verbunden und werden derzeit als potenzielle 
therapeutische Ziele in Betracht gezogen. In früheren Studien wurde üblicherweise der 
Ansatz einer zweistufigen Analyse mit einer Unterteilung der Makrophagen in zwei Klassen 
(niedrige und hohe Makrophagenanzahlen) verwendet [33, 34, 47-49]. In dieser Studie 
wurden dagegen die HL-Fälle in drei Klassen mit niedriger, mittlerer und hoher Anzahl von 
TAMs unterteilt. Diese Analyse ermöglichte eine differenziertere Analyse der Auswirkungen 
unterschiedlicher Makrophagenanzahlen auf die Prognose der cHL. Zunächst konnte auch 
mit diesem Ansatz die Beobachtung bestätigt werden, dass die Anzahl der TAM für die 
Prognose des cHL entscheidend ist und dass die höchste Anzahl von TAM (Klasse 3 in der 
aktuellen Studie) häufig mit der schlechtesten Prognose verbunden ist [31-34, 47].  
Mit dem hier verfolgten dreistufigen Ansatz konnte außerdem gezeigt werden, dass Fälle mit 
einer mittleren Anzahl von Makrophagen (Klasse 2 in der aktuellen Studie) überwiegend 
einen besseren Verlauf aufwiesen als Fälle mit niedrigen oder hohen Anzahlen an 
Makrophagen. Dies wurde für die Gesamtzahl der CD68+ und CD163+ Makrophagen sowie 
MYC+ und MYC- Makrophagen beobachtet. Eine Ausnahme bildeten CD68+/MYC- 
Makrophagen, die den besten Verlauf in der Gruppe mit den niedrigsten Makrophagenzahlen 
(Klasse 1) zeigten. Eine noch differenziertere Analyse mit einer Aufteilung in vier Gruppen 
erbrachte keine zusätzlichen Informationen (nicht gezeigt). 
Die Beobachtung der besten Prognose bei mittleren Makrophagenzahlen erinnert an die von 
Prehn vorgeschlagene Hormesishypothese für tumorinfiltrierende Immunzellen [50]. Prehn 
geht grundsätzlich davon aus, dass tumor-infiltrierende Immunzellen einen fördernden 
Einfluss auf das Tumorwachstum haben können, und dass eine sehr kleine Anzahl von 
Tumor-infiltrierenden Immunzellen hierfür möglicherweise nicht ausreicht. Diese müssen 
eine bestimmte Schwelle überschreiten, um das Wachstum zu fördern (Abbildung 1, 
schwarze Kurve). Sehr hohe Anzahlen an Immunzellen können das Tumorwachstum wieder 
hemmen [50, 51]. 
Die Daten der vorliegenden Studie deuten auf eine umgekehrte Situation hin, in der eine 
geringe Anzahl von Tumor-assoziierten Makrophagen eine wachstumsfördernde Wirkung auf 
cHL haben kann (Klasse 1, Tabelle 2), während mittlere Anzahlen von Makrophagen eine 
hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum zeigen (Klasse 2, Tabelle 2). Sehr hohe 
Anzahlen (Klasse 3, Tabelle 2) können das Tumorwachstum wieder unterstützen (Abbildung 
1, graue Kurve). Diese Schlussfolgerung wird durch die Ergebnisse von Pearce et al. [52] 
unterstützt, die zeigten, dass das Tumorwachstum bei Darmkrebs und Burkitt-Lymphom in 
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Tiermodellen durch hohe Dosen von Antitumor-Antikörpern gehemmt, aber durch niedrige 
Dosen stimuliert wird [52]. Interessanterweise beobachteten die Autoren in dieser Studie 
eine hohe Anzahl von TAM bei Tieren, die mit der tumorfördernden Dosis behandelt worden 
waren, während bei Tieren, die mit einer tumorhemmenden Dosis behandelt worden waren, 
die Anzahl tumorassoziierter Makrophagen gering war [52]. Schließlich zeigten die Autoren, 
dass die tumorfördernde Wirkung von Antikörpern von der Anwesenheit von Makrophagen 
abhängt [52]. 
 
 
Abbildung 1: Grafik zur Veranschaulichung der Hormesishypothese von Prehn (schwarze 
Kurve) und der in der aktuellen Studie gezeigten inversen hormetischen Beziehung von 
Makrophagenanzahl und Verlauf beim cHL (graue Kurve). 
 
 
 
 
Tabelle 2: Unterteilung der Makrophagenanzahlen/mm2 in 3 Klassen 
 
 CD68+ CD163+ CD68+/MYC- CD163+/MYC- CD68+/MYC+ CD163+/MYC+ 
Klasse 1 ≤ 724 ≤ 769 ≤ 561 ≤ 593 ≤ 134 ≤ 142 
Klasse 2 725 - 937 770 - 1325 562 - 704 594 - 949 135 - 218 143 - 259 
Klasse 3 ≥ 938 ≥ 1326 ≥ 705 ≥ 950 ≥ 219 ≥ 260 
 
Die Daten der vorliegenden Studie bestätigen zwar den negativen prognostischen Einfluss 
einer hohen Anzahl von Makrophagen in der cHL-Mikroumgebung, weisen jedoch darauf hin, 
dass keine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung besteht, und werfen somit ein neues Licht auf 
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die Rolle von Makrophagen beim cHL. Wahrscheinlich hängen die Auswirkungen der TAM 
auf das Ergebnis beim cHL nicht nur mit der Gesamtzahl der Makrophagen zusammen, 
sondern auch von Änderungen der Makrophagenpolarisation. 
Diese Beobachtung, die auf eine inverse hormetische Beziehung zwischen Makrophagen 
und dem Ergebnis des Krankheitsverlaufes beim cHL hinweist, sollte Ausgangspunkt 
weiterer Untersuchungen sein, da Auswirkungen auf andere Tumorentitäten zu vermuten 
sind. 
 
2.3.2 Einfluss von MYC 
Die von Pello et al. [24] beschriebene Rolle von MYC als Schlüsselfaktor bei der alternativen 
Aktivierung der M2-Makrophagen wurde in weiterführenden Arbeiten vorrangig in Melanom- 
und Fibrosarkommodellen bestätigt [27]. Durch Deletion des MYC-Gens in Makrophagen 
konnte in den eingesetzten Mausmodellen eine defekte Tumorangiogenese und ein 
reduziertes Tumorwachstum gezeigt werden [27]. Bisher liegen keine Studien vor, die sich 
mit der möglichen Rolle dieser MYC+ und MYC- Makrophagen in menschlichen 
Tumormodellen befassen.  
In der vorliegenden Studie konnte zunächst gezeigt werden, dass MYC+ Makrophagen einen 
Anteil von 21% bzw. 18% der CD68+ und CD163+ Zellen ausmachten.  
Basierend auf den Beobachtungen von Pello et al. wird die Hypothese aufgestellt, dass 
MYC+ Makrophagen im Vergleich zu MYC- Makrophagen mit einer schlechteren Prognose 
bei cHL assoziiert sind. In den Analysen verhielten sich MYC- Makrophagen ähnlich wie 
Gesamtmakrophagen. Insbesondere waren die schlechteste Prognose mit den höchsten 
Makrophagenzahlen (Klasse 3) und die beste Prognose mit mittleren Makrophagenanzahlen 
(Klasse 2) sowohl für DFS als auch für OS assoziiert.  
Für MYC+ Makrophagen zeigten die Kaplan-Meier-Analysen in der aktuellen Studie keinen 
klaren Trend, während bei der Cox-Regression erneut das Muster der besten Prognose mit 
mittleren Makrophagenanzahlen (Klasse 2) gezeigt werden konnte. 
Für die Zukunft wäre es wichtig, die Rolle von MYC detaillierter in unterschiedlichen 
Tumorentitäten zu untersuchen, um die Rolle der MYC+ Makrophagen genauer definieren zu 
können.  
 
2.3.3 EBV Status 
EBV ist ein etablierter Co-Faktor in der Pathogenese von HL [53-56]. Ob und in welchem 
Ausmaß die EBV-Infektion der Tumorzellen das klinische Ergebnis bei cHL beeinflusst ist 
jedoch nicht abschließend geklärt, da weitere unterschiedliche Einflussfaktoren, wie 
beispielsweise das Alter des Patienten, den Verlauf der Krankheit beeinflussen können [40-
42, 57].  
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In der vorliegenden Studie waren EBV+ Fälle mit einer schlechteren Prognose für cHL 
assoziiert als EBV- Fälle und durch eine höhere Anzahl tumorassoziierter Makrophagen 
gekennzeichnet. Es wird daher angenommen, dass die EBV-vermittelte Zytokin- und 
Chemokinsynthese durch die HRS-Zellen zu einer Akkumulation von Makrophagen in der 
cHL-Mikroumgebung führen und durch diesen Mechanismus zu einem schlechteren 
Ergebnis beitragen kann. 
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2.4 Klinische Anwendung 
Allgemein stellen Makrophagen einen bedeutenden Prognosefaktor bei malignen Tumoren 
dar und werden als mögliches therapeutisches Ziel diskutiert [58, 59]. In Abhängigkeit von 
der Tumorentität können Makrophagen mit einem klinisch günstigen oder ungünstigen 
Verlauf in Verbindung stehen. Makrophagen können das Tumorwachstum unterstützen, 
indem sie den Bindegewebsumbau und die Angiogenese fördern, lokale Immunreaktionen 
hemmen oder direkt mit den Tumorzellen interagieren. Diese Funktionen werden größtenteils 
von M2-polarisierten TAM übernommen.  
 
2.4.1 Tumor-assoziierte Makrophagen  
Bis heute ist die Heterogenität und Verteilung der unterschiedlichen 
Makrophagenpopulationen in den unterschiedlichen Tumoren unzureichend untersucht und 
nicht nach einheitlichen Kriterien erfasst. Auch die Funktion der Makrophagen bei der 
Pathogenese und Krankheitsentwicklung von Tumoren ist nicht abschließend geklärt. Der 
derzeitige Forschungsstand betont, dass Makrophagen einen entscheidenden Anteil an 
Wachstumsprozessen im Tumormikromilieu haben. Da das Vorhandensein von hohen 
Anzahlen an TAM bei unterschiedlichen Tumoren generell mit einer ungünstigen Prognose 
einhergeht [16, 18, 19, 31, 60], kann eine quantitative Bestimmung von TAM zu einer 
Einschätzung der Malignität des Tumors beitragen. Scores zur Abschätzung der 
Makrophagendichte, bezogen auf eine standardisierte Fläche eines histologischen 
Präparates, wären hier für die Zukunft interessant. Die Bestimmung der 
Makrophagenverteilung ist für die Klinik essenziell, um den Verlauf und die Prognose besser 
einschätzen zu können und ggf. einen Therapieansatz für maligne Tumore entwickeln zu 
können. 
Neben der Gesamtanzahl der TAM kann auch der Polarisierungszustand der Makrophagen 
(M1/M2 Makrophagen) das Ergebnis beim cHL beeinfllussen [32, 61].  
Das Verhältnis an M1/M2 Makrophagen erfordert weitere, eingehendere Untersuchungen zu 
dem genauen Vorkommen der unterschiedlichen Makrophagenpopulationen beim cHL, um 
ein Verteilungsmuster identifizieren zu können und Rückschlüsse auf die Rolle der 
Populationen in der Krankheitsentstehung von HL ziehen zu können. So können neue 
Therapieansätze entwickelt werden, um in frühen Stadien eine Veränderung des 
Tumormikromileus zu erzielen. Grundvoraussetzung für das einheitliche Detektieren der 
Makrophagen wäre eine Standardisierung von Verfahren für die Charakterisierung des 
inflammatorischen Mikromilieus von Tumoren. Auch die einheitliche Verwendung der 
verwendeten Marker ist wichtig, um eine bessere Vergleichbarkeit von klinischen Studien 
herzustellen.  
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Ziel ist es, das Tumormikromileu und die unterschiedlichen Differenzierungszustände von 
Makrophagen hier besser zu erfassen und unterschiedlichen Stadien zuordnen zu können. 
Der hier verfolgte dreistufige Ansatz stellt dar, dass keine lineare Beziehung zwischen 
Makrophagenanzahl und Prognose besteht. Für die Zukunft sollten weitere Untersuchungen 
der Dosis-Wirkungs-Beziehung im Zusammenhang mit Veränderungen der 
Makrophagenpolarisation sowie die Anwendung des dreistufigen Systems auf weitere 
Tumorentitäten prioritär untersucht werden. 
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2.5 Weiterführende wissenschaftliche Fragestellungen 
Als ein mögliches Ziel der antineoplastischen Therapie rückt das Mikromilieu maligner 
Tumoren immer mehr in den Vordergrund. Die unter 2.4.1 beschriebene Detektion der 
Makrophagenverteilung in verschiedenen Tumorentitäten ist essenziell und kann 
grundlegend neue Perspektiven für die Therapie von malignen Tumoren eröffnen. Besonders 
TAM, die überwiegend M2-polarisiert sind, haben hier eine bedeutende Funktion und werden 
vermehrt als tumorfördernde Einheit diskutiert. Klassisch aktivierte M1 Makrophagen 
hingegen werden als tumorsupprimierende Population beschrieben.  
Demzufolge könnte eine therapeutische Umlenkung von M2- zu M1-Makrophagen helfen, 
das Wachstum von Tumoren zu reduzieren. Eine Depletion von M2 Makrophagen unter 
Immuntherapeutika können dabei eine wichtige Rolle spielen [62, 63].  
Wie eine Umprogrammierung allerdings aussehen könnte und welche Auswirkungen auf das 
Tumormikromileu, den Tumor und schlussendlich den ganzen Organismus folgen, muss 
intensiv beforscht werden. Dabei wäre eine individuelle Analyse des inflammatorischen 
Mikromilieus maligner Tumoren Grundvoraussetzung. 
Das Aufgabenfeld der Pathologen würde sich erweitern. Analysen von Tumormikromilieus 
und Makrophagenpopulationen setzen lichtmikroskopisch sichtbare hochspezifische Marker 
von Makrophagen und anderen inflammatorischen Zellen voraus. Verschiedene 
Markerkombinationen müssten entwickelt werden, die der Heterogenität der Makrophagen 
gerecht werden. 
 
Die Unterteilung in M1/M2-Makrophagen ist bisher ein attraktives und verbreitetes Modell. 
Aufgrund der Komplexität der Heterogenität der Makrophagen ist eine Nomenklatur 
basierend auf der Art des Aktivierungssignals ein weiterer sinnvoller Ansatz [64]. Des 
Weiteren wäre eine einheitliche Verwendung von Makrophagenmarkern und die 
verwendeten Kombinationen für die Identifikation von Makrophagen als Grundlage für 
zukünftige Analysen von Vorteil. 
In der Zukunft sind Methoden zur Standardisierung für die Charakterisierung des 
inflammatorischen Mikromilieus von Tumoren von hoher Relevanz, um therapeutisch zu 
vergleichbaren Ergebnissen zu kommen. 
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